老年急性髓系白血病（AML）患者因常伴有不良染色体核型及其他共存基础疾病，往往预后不良[@b1]--[@b2]。尽管50%\~60%的老年AML患者通过诱导治疗能够获得缓解，但他们相对于年轻患者具有更高的复发率，缓解时间较短，2年总生存（OS）率为15%\~25%[@b2]--[@b4]。然而，对于缓解期的老年AML患者，并没有公认的、统一的巩固维持治疗方案。国内常应用小剂量的化疗方案（如CAG、IAG、HAG等预激方案），其不良反应较小，但并不能明显改善患者OS。减低剂量预处理的异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是一种可能治愈AML的选择，其具有移植物抗白血病（GVL）作用[@b5]--[@b6]，但由于移植物抗宿主病（GVHD）与严重感染等引起的非复发死亡率高而应用受到限制。为探究老年AML更佳的缓解后巩固治疗方式，我们回顾性分析了37例第1次完全缓解（CR~1~）后采用地西他滨联合微移植或预激方案巩固治疗的老年AML患者临床资料，现将结果报告如下。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：为2012年11月至2015年9月在我院诊治的37例老年AML患者。所有患者的诊断均符合文献[@b7]标准。入组患者满足两项标准：①1个或2个疗程诱导化疗达到CR~1~；②体能状态ECOG评分≤2分。其中，19例患者接受地西他滨联合微移植的巩固治疗（微移植组），另外18例患者接受地西他滨联合预激方案的巩固治疗（化疗组）。微移植组19例患者均接受了HLA不相合亲缘供者的外周血造血干细胞（PBSC），供者为女儿6名、儿子12名、妹妹1名，供者的中位年龄为34（28\~51）岁。所有患者均签署了知情同意书。

2．治疗方案：所有患者均接受了IAG预激方案的诱导化疗，具体为：去甲氧柔红霉素5 mg/d，第1\~6天，静脉滴注；阿糖胞苷10 mg/m^2^，每12 h1次，第1\~14天，皮下注射；G-CSF 200 µg/m^2^，每日1次，第0天开始，皮下注射，WBC≥20×10^9^/L时暂停。

微移植组19例患者接受了3个疗程的地西他滨+中剂量阿糖胞苷桥接HLA不相合亲缘PBSC输注的巩固治疗，具体为：地西他滨20 mg/m^2^，每日1次，第1\~3天，静脉滴注；阿糖胞苷0.5\~1.0 g/m^2^，每12 h 1次，第4\~6天，静脉滴注；第8天静脉输注HLA不相合亲缘PBSC。每个疗程间隔时间为2\~2.5个月，19例患者均未采取任何GVHD预防治疗。化疗组18例患者接受了3个疗程的地西他滨联合预激方案的巩固治疗，具体为：地西他滨20 mg/m^2^，每日1次，第1\~3天，静脉滴注；去甲氧柔红霉素5 mg/d，第4\~7天，静脉滴注；阿糖胞苷10 mg/m^2^，每12 h 1次，第4\~17天，皮下注射；G-CSF 200 µg/m^2^，每日1次，第3天开始，皮下注射，WBC≥20×10^9^/L时暂停。

当患者ANC\<0.5×10^9^/L时，给予G-CSF 300 µg/d皮下注射。当患者HGB\<70 g/L时，给予悬浮红细胞输注；当PLT\<20×10^9^/L时，予输注血小板。

3．PBSC输注程序：采用G-CSF（10 µg·kg^−1^·d^−1^，连续5 d，皮下注射）动员供者PBSC。通过COBE SPECTRA装置分离采集供者外周血单个核细胞，并将其分成三等份。第一等份在首个巩固疗程中输注，剩余的两等份在液氮中冻存。在第2与第3个巩固疗程中，冷冻细胞进行解冻并输注给患者。每个疗程输注的单个核细胞和CD34^+^细胞的中位数分别为2.32×10^8^/kg\[（0.86\~6.51）×10^8^/kg\]和1.53×10^6^/kg\[（0.32\~2.91）×10^6^/kg\]。

4．微小残留病（MRD）、WT1基因定量、供者细胞嵌合率检测：MRD采用多参数流式细胞术进行检测，WT1基因表达水平采用实时定量PCR方法进行检测。采用Applied Biosystems 3500xL Dx遗传分析仪对短串联重复序列（STR）的荧光PCR产物（STR-PCR）进行半定量分析，计算得出供者嵌合率。

5．疗效标准与评估：为了评估疗效，在每个巩固疗程的治疗前和所有治疗完成后的每半年进行骨髓穿刺检查。CR定义为ANC≥1.0×10^9^/L，PLT≥100×10^9^/L，骨髓原始细胞≤0.05，无髓外白血病证据。复发定义为骨髓出现\>0.05的白血病细胞或存在髓外白血病的证据。

6．随访：采用电话联系和查阅门诊、住院病历等方式随访，随访截至2016年10月15日。无白血病生存（LFS）时间指从CR~1~到复发或死亡的时间。OS时间指从诊断到死亡或末次随访的时间。

7．统计学处理：统计分析均采用SPSS 19.0软件完成。对于两组患者临床特征的差异性分析，分类变量采用Fisher精确检验，连续变量采用Mann-Whitney *U*检验。Kaplan-Meier法用于分析LFS与OS，并采用Log-rank检验比较组间差异。*P*值采用双侧分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者临床特征：所有37例患者的中位年龄为63（60\~74）岁。两组患者的年龄、WBC和疾病状态的差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。微移植组高危染色体核型[@b8]的比例为10.5%（2/19），化疗组为16.7%（3/18）（*χ*^2^=0.298，*P*=0.660）。仅有33例患者具有诊断时的相关基因突变数据。患者的基本特征详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 两组老年急性髓系白血病患者基本临床特征

  特征                      微移植组（19例）   化疗组（18例）   *z*值/*χ*^2^值   *P*值
  ------------------------- ------------------ ---------------- ---------------- -------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]   63（60～74）       64（60～68）     0.245            0.807
   60～69岁（例）           17                 18                                
   ≥70岁（例）              2                  0                                 
  性别（例）                                                    3.278            0.099
   男                       14                 8                                 
   女                       5                  10                                
  WBC（例）                                                     1.899            0.340
   \<50×10^9^/L             15                 17                                
   ≥50×10^9^/L              4                  1                                 
  疾病状态（例）                                                1.004            0.604
   有MDS病史                3                  1                                 
   无MDS病史                16                 17                                
  细胞遗传学分组^a^（例）                                       0.298            0.660
   高危                     2                  3                                 
   中危                     17                 15                                
  分子学突变（例）          11/16^b^           9/17^b^          0.863            0.481
   FLT3-ITD                 4                  0                                 
   FLT3-TKD                 2                  1                                 
   NPM1                     4                  3                                 
   DNMT3A                   4                  4                                 
   CEBPA                    3                  5                                 
  诱导化疗反应（例）                                            0.672            0.660
   1个疗程获CR~1~           15                 16                                
   2个疗程获CR~1~           4                  2                                 

注：MDS：骨髓增生异常综合征；CR~1~：第1次完全缓解；^a^高危染色体核型包括复杂染色体核型（≥3种的染色体异常）、单体核型、−5、5q−、−7、7q−、inv（3）、t（3;3）、t（6;9）、t（9;22）或除t（9;11）外的t（v;11q23）；中危染色体核型包括正常染色体、t（9;11）或未列入高危与低危组的染色体核型。^b^基因突变阳性患者的例数/基因检测患者的例数

2．安全性：两种巩固治疗方案的患者耐受性均良好。微移植组与化疗组的CTC 3\~4级非血液学不良反应发生率差异无统计学意义\[36.8%（7/19）对27.8%（5/18），*χ*^2^=0.347，*P*=0.728\]，主要包括恶心呕吐、肝肾功能损害等。共有8例患者发生了明确的感染，包括肺部感染5例，败血症2例，肛周感染1例。微移植组的明确感染发生率为26.3%（5/19），化疗组为16.7%（3/18），两组差异无统计学意义（*χ*^2^=0.508，*P*=0.693）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。微移植组与化疗组ANC恢复（\>0.5×10^9^/L）的中位时间分别为12和13 d（*z*=1.599，*P*=0.110），PLT恢复（\>20×10^9^/L）的中位时间分别为14和12 d（*z*=−1.314，*P*=0.189）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 两组老年急性髓系白血病患者治疗结果

  组别             例数   ANC\>0.5×10^9^/L时间\[d，*M*（范围）\]   PLT\>20×10^9^/L时间\[d，*M*（范围）\]   明确感染\[例（%）\]   无明确感染的发热\[例（%）\]   MRD水平\[例（%）\]   WT1表达\[例（%）\]                
  ---------------- ------ ---------------------------------------- --------------------------------------- --------------------- ----------------------------- -------------------- -------------------- ------------ ------------
  微移植组         19     12 (5～20)                               14 (7～24)                              5（26.3）             11（57.9）                    11（57.9）           8（42.1）            10（52.6）   9（47.4）
  化疗组           18     13 (7～20)                               12 (8～26)                              3（16.7）             2（11.1）                     4（22.2）            14（77.8）           4（22.2）    14（77.8）
                                                                                                                                                                                                                      
  *z*值/*χ*^2^值          1.599                                    −1.314                                  0.508                 8.877                         4.880                3.634                             
  *P*值                   0.110                                    0.189                                   0.693                 0.005                         0.045                0.091                             

注：MRD：微小残留病

3．GVHD与其他不良事件：微移植组19例患者均未发生明确GVHD。在PBSC输注后的第2或第3天有11例（57.9%）患者出现非明确感染性发热，其中9例通过2\~3 d的非甾体抗炎药的治疗后好转，另外2例通过加强抗感染治疗后好转。然而，化疗组中仅2例患者出现非明确感染性发热（*χ*^2^=8.877，*P*=0.005）（[表2](#t02){ref-type="table"}），并且均通过抗感染治疗后好转。

4．供者细胞嵌合率、MRD及WT1定量：在PBSC输注后第7、14、28、60、90、180、360天检测供者细胞嵌合率。微移植组19例患者均未发生完全性或混合性供者细胞嵌合，所有患者的供者细胞嵌合率均\<5%。在第3个巩固疗程治疗前，微移植组与化疗组的低水平MRD（\<1×10^−3^）患者分别为11和4例（*χ*^2^=4.880，*P*=0.045），WT1低表达（\<1×10^2^拷贝）的患者分别为10例和4例（*χ*^2^=3.634，*P*=0.091）。

5．生存：截至随访截止日期，所有37例老年患者的中位OS时间为20（6\~38）个月，预计2年LFS与OS率分别为36.8%和43.2%。微移植组9例（47.4%）患者复发，其中1例在第3个巩固疗程前复发。化疗组13例（72.2%）患者复发，其中5例在第3个巩固疗程前复发。微移植组与化疗组的2年LFS率分别为50.7%和24.3%（*P*=0.047，[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）。微移植组9例（47.4%）患者死亡（8例死于复发，1例死于颅内出血）；另外1例复发但生存的患者行同胞全相合移植后获得CR~2~。化疗组中13例（72.2%）患者死亡（均死于复发）。微移植组与化疗组的2年OS率分别为54.9%和30.0%（*P*=0.071，[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。

![两组患者的无白血病生存（A）和总生存（B）情况](cjh-39-04-305-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

与年轻AML相比，老年AML存在患者相关（体能状态差、脏器功能不良和合并症多）与疾病相关（常继发于骨髓增生异常综合征，多药耐药基因表达，复杂染色体核型等）的预后不良因素。很多老年患者不能从强烈化疗中受益，生存期短和治疗相关死亡率高，使得老年AML的治疗成为一个共同的难题。CAG预激方案作为小剂量方案的代表，最先由日本学者Yamada等[@b9]报道，该方案在难治复发性AML的治疗中取得良好的疗效（CR率为83%）。由于接受预激方案治疗的患者粒细胞缺乏期较短、非血液学不良反应小、治疗相关死亡率低，因此很多中心将预激方案应用于老年AML的诱导治疗，亦获得了理想的CR率（60%\~86%）[@b10]--[@b11]，但是远期预后无明显改善。我们的数据也显示，CR~1~期老年AML患者应用地西他滨联合预激方案作为巩固治疗的2年LFS、OS率分别为24.3%和30.0%，表明此方案的远期疗效有限。

近几年来艾辉胜教授团队[@b12]创先应用"微移植"治疗老年AML，取得了良好的长期疗效，CR率达80%，整体人群的2年LFS、OS率分别为38.9%和39.3%，为老年AML患者带来了曙光。同样，我们中心采用地西他滨联合微移植作为巩固方案，2年LFS率为50.7%，2年OS率为54.9%，疗效令人鼓舞。直观看来，我们的2年LFS与OS率似乎优于艾辉胜等报道的数据[@b12]，可能是由于我们的研究仅针对CR~1~期的老年患者（我们在此仅探讨CR~1~期老年AML患者的巩固治疗方式），或是因为我们的微移植方案中采用了去甲基化药物地西他滨。微移植中化疗方案的不同是否影响患者的预后，尚需要严格的前瞻性临床研究来证实。

本研究中微移植组2年LFS率明显高于化疗组（50.7%对24.3%，*P*=0.047）。关于微移植组疗效更好的一种可能的解释是：强化疗联合PBSC输注能更深程度地清除MRD，但并没有延长骨髓抑制期。我们的研究显示微移植组低水平MRD的患者比例更高（57.9%对22.2%，*P*=0.045）。然而，微移植组ANC和PLT的中位恢复时间与化疗组相似（*P*\>0.05）。一个潜在的机制是PBSC分泌的细胞因子对造血恢复有促进作用[@b12]--[@b13]；另外，微移植组中更多的非感染性发热事件可能是由于PBSC分泌的细胞因子（如IL-10、TGF-β和IFN-α）引起，也间接反映了PBSC对造血恢复的影响[@b13]。此外，两组治疗相关的非血液学不良反应发生率相近，两组间的明确感染率的差异亦无统计学意义（26.3%对16.7%，*P*=0.693），部分原因是本研究中患者的体能状态良好（ECOG评分≤2分），能较好地耐受较大强度的化疗。关于微移植组疗效更好的另一个解释是异源反应性PBSC介导的GVL效应，以前的研究证实了供者淋巴细胞输注与供者干细胞输注后的抗白血病异源反应。我们的研究结果显示，微移植组没有患者发生完全性（\>95%）或混合性（5%\~95%）供者细胞嵌合；由于STR-PCR半定量方法的灵敏度仅1%\~5%[@b14]，我们无法获得准确的微嵌合率（\<1%）数据。一些临床研究已经发现，供者细胞的一小部分在受者体内形成了微嵌合（10^−5^\~10^−3^），这种微嵌合体可以诱导明确的抗肿瘤作用[@b12],[@b15]。

去甲基化药物是老年AML患者单一疗法的常用药物，尤其是不适合强化疗的老年患者。除了作为单一治疗药物外，去甲基化药物与其他化疗药物（尤其阿糖胞苷）的联合引起了广大的研究兴趣，因为有体外研究表明去甲基化肿瘤细胞可能对阿糖胞苷更敏感[@b16]。此外，有研究表明去甲基化药物在免疫调节中起作用。在移植背景下，去甲基化药物可上调AML细胞WT1的表达，以刺激特异性细胞毒性T细胞进而增强GVL效应[@b17]--[@b18]；并且可以提高FOXP3的表达，从而诱导调节性T细胞以抑制GVHD[@b19]。在我们的研究中，微移植组的WT1低水平残留也间接表明去甲基化药物在GVL中的作用。由于本研究中微移植组患者并未发生GVHD并发症，复发仍然是治疗失败的主要原因；如何最大限度地发挥抗白血病作用，同时最大限度地减少地西他滨在方案中的不良影响对于进一步改善临床疗效将是必要的。

尽管我们的研究存在患者例数较少、微移植组的化疗方案与化疗组不同等不足，但初步结果显示对于体能状态良好（ECOG评分≤2）的老年AML患者，地西他滨加中剂量阿糖胞苷桥接亲缘HLA不相合PBSC输注作为巩固治疗是安全可行的，并可能有效改善LFS。
